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(5 4)Procedeu de izolare a ceruloplasminei umane 



(57) Rezumat 

Procedeul conform inventiei consta in aceca ca 
serul sau plasma umana sc trateaza cu sohijic 
CuS0 4 1 M (100 : 0,4) si apoi sc mety'inc la 68°C, 
limp de 30 min, se ccntrifugheaza, se cromatogra- 



fjaza inrii pe DEAE-Sepharose Cl^68 in tampon 
0 02 M pirofosfal de sodiu - ac® acetic pH-7,5 si 
apoi pc Cibacron - Blue F 3 GA - Bio-Gel A, m in 
TFS 0,05 M pH=7. 
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Prezenta inverse se refera la un proce- 
deu de izolare a ceruloplasminei, folosili 
pentru imunizarea animalelor, cu scopul 
ob}inerii antiserum necesar pentru evi- 
den^ierea §i determinarea cantitativa a 
acestei proteine plasmatice, care prezinta 
interes clinic in diagnosticarea si urmari- 
rea evolujieiunor afecjiuni, ca: neoplazii, 
afectiuni inflamatoare §i autoimune, afec- 
{iuni hepatice etc. ■ 

Sint cunoscute diferite metode de izola- 
re a ceruloplasminei, cum ar fi, din fracji- 
unea IV-1 Cohn, cafe este suspendata in 
solujie 0,4% Nad,' adsortyie pe coloana 
DEAE - celuloza, eluare cu TFS 0,05 M 
/>H=6,xe confine 1% NaCl si precipitare 
fracjionata cu etanol-cloroform (1:1) sau 
aceasU fracjiune este precipitate cu al- 
cool, acetona sau sulfat de amoniu. Dupa 
dizolvare in tampon acetat 0,02 M pU= 
=7,5, se aplica pe o coloana cromatogra- 
fick DEAE - Sephodex A-50 echilibrata- 
in acelasj tampon. Eluarea a fost facuta 
cu 0,25 M NaCl §i fracjiunea objinuta s-a 
dizolvat in tampon acid acetic - acetat de 
sodiu pH 5,5, se centrifugheaza si super- 
natantul se aplica pe coloana cromatogra- 
fica Sephodex C-50 echilibrata cu 0,02 
M tampon acetat /?H=5,5. 

Scopul prezentei invenjii este de a 
largi gama posibilitajilor de objinere a 
ceruloplasminei. 

Problema pe care o rezolva invenjia 
este stabilirea condiijilor optime de izo- 
lare a acestei proteine. 

Procedeul conform invenjiei consta in 
aceea ca serul sau plasma umana se tra- 
teaza cu solujie CuS0 4 -lM (100:0,4) si 
' apoi se meniine la 68°C timp de 30 min, 
se centrifugheaza, se' cromatografiaza 
intii pe DEAE-Sepharose CL-68 in tam- 
pon 0,02 M pirofosfat de sodiu - acid 
acetic '/?H=7,5 si apoi pe Cibacron-Blue 
• F 3 GA-Bio-Gel A 3 m in TFS 0,05 M pH 7. 
Se da mai departe un exemplu de reali- 
zare a invenjiei. La 3 1 de ser, avind tem- 



pera tura de 37°C, se adauga, prin agitare, 
12 ml solujie de sulfat de cupru 1 M. Reci- 
pients in care se gaseste acest ser se pune 
pe o baie de apa termostatata la 68°C §3 se 
5 meniine 30 min. Dupa centrifugare la 5000 
rot/min, timp de 30 min, supernatantul se 
dializeaza faja de solujia tampon 0,02 M 
pirofosfat de sodiu-acid acetic, pH=7,5, §i 
se aplica pe o coloanS 2 x . 80 cm de 
ID . DEAE - Sepharose CL-6B, echilibrata in 
acelasi tampon. Rata fluxului este de 1,5 
ml/min. Coloana este spalata cu tampon de 
start (aproximativ 5000 ml); fracjiunea pro- 
teica albastra, bogata in ceruloplasmina, 
15 vizibila in partea superioara a.coloanei, 
este apoi eluata cu 0,25 M NaCl in tampo- 
nul de start. Aceasta fracjiune este cchih- 
brata in tampon fosfat de sodiu, 0,05 M, 
/?H=7 si cromatografiata pe o coloana de • 
20 Cibacron Blue F 3 GA - Bio-Gel A-5 m, 2,5 
x 100 cm, echilibrata in acelasi tampon 
fosfat. Aceasta procedura cromatografica 
se executa la temperatura joasa (+4.. +10- 
°C). Coloana se spala cu aproximativ 1300 
25- ml tampon de start la o rata a fluxului de 
L5 ml/min, eJuindu-se proleinele nelegate 
de gel. In aceste condign de lucru, cerulo- 
plasmina este puternic legata, ea putind fi 
eluata cu 0,8 M NaCl in tampohul fosfat 
30 de sodiu 0,05 M, pH=7. Recuperarea ceru- ' 
loplasminei este de aproximativ 80% (circa 
0,7 g din 3 1 ser), iar puritatea este de eel 
pujin 95%. Aceiasj procedeu se poate apli- 
ca §i in cazul cind se foloseste plasma. 
35 Procedeul conform invenjiei prezinta 
urmatoarele avantaje: 

- permite objincrea unci bune purita{i si 
imunogenila^i; 

- este simplu si uspr de aplicat. 
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Revcndicarc 

Procedeu de izolare . a ceruloplasminei, 
caracterizat priu aceea ca serul sau 
45 plasma umana se trateaza cu sol up e 
CuSQ 4 1 M (100 : 0,4 ) si apoi se meniine 
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